T.C.
ESKISEHIR OSMANGAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
FIZYOLOJI ANABILIM DALI

TOLFENAMIK ASITIN INSAN LNCaP PROSTAT KANSER HUCRE Dizisi
UZERINDEKI OLASI ANTIPROLIFERATIF ETKISININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZI

RIFAT ERTEKIN

DANISMAN

Prof.Dr. Selda KABADERE

2016






T.C.
ESKISEHIR OSMANGAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTiTUSU
FIZYOLOJI ANABILIM DALI

TOLFENAMIK ASITIN INSAN LNCaP PROSTAT KANSER HUCRE Dizisi
UZERINDEKI OLASI ANTIPROLIFERATIF ETKISININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZI

RIFAT ERTEKIN

DANISMAN

Prof.Dr. SELDA KABADERE



KABUL VE ONAY SAYFASI

Rifat Ertekin’in Yiksek Lisans Tezi olarak hazirladigi “Tolfenamik asitin
insan Incap prostat kanser hiicre dizisi Uzerindeki olasi antiproliferatif
etkisinin arastiriimasi”baslikli bu calisma Eskigehir Osmangazi Universitesi
Lisanststi  Egditim ve Ogretim Yoénetmelidi‘nin ilgili maddesi uyarinca
dederlendirilerek “"KABUL" edilmigtir.

Tarih

19 17 12016

Oye: e aBr - KA UYAL Q}Q_Q/\A@?“
S

Uye: \’m(; ® {”DBQ nr\n N an&‘n A
4

L -

UYGQM%_ D,A« NG :s(f\%/ = Mlsesyy /%\7

Eskisehir Osmangazi Unuversntess/aghk Bilimleri Engtitisli Yonetim
Kurulu’nunZ /{2 /Zfétarih velll3/ sifzsayili karari ile onaylan

Prof. Dr. Ha eysi GUNES
Enstiti Muduru




Ozet

Prostat kanseri Turkiye'de en sk gérilen kanser tiplerindedir.
Gunumuzdeki tedavi yontemleri, prostat kanserinin tedavisi icin yeni ve etkin
olabilecek yontem ve kimyasallarin arayis cabalarint zorunlu kilmaktadir.
Tolfenamik asit (TA) non-steroid antiinflamatuar bir ilactir ve son vyillarda
yapilan calismalarda pankreas, 6zefagus, akciger gibi kanser hicrelerinde
apoptozu uyardigi gosterilmistir. Bu arastirmanin amaci, androjen duyarl
insan prostat kanser hicre dizisinde (LNCaP) ve glioma hicrelerinde (T-98G)
TA'nin, hicre canlihdi ve apoptoz (Uzerindeki etkisini belirlemektir.
Calismamizda T-98G ve LNCaP hicre dizileri Gzerine TA'nin 1, 5, 10, 25, 50
ve 100 puM’hk dozlar 24 ve 48 saat sureyle uygulandi ve ardindan MTT testi
ile hiicre canlihd belirlendi. Etkili bulunan dozlar akim sitometri ve real time
PCR teknikleri ile degerlendirildi. T-98G hiicrelerinde TA'nin s6z konusu
dozlarinin 24 ve 48 saatte herhangi bir etkisi saptanamadi. Bu nedenle T-98G
hicreleri akim sitometri ve RT-PCR ile incelenmedi. LNCaP hilicrelerine 24
saat silreyle 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 pM TA dozlan uygulandiginda yasayan
hicre oranlarn sirasiyla %91, %83, %82, %76, %61 ve %49 olarak
hesaplandi. 48 saatte ise ayni TA dozlarinda elde edilen yasam oranlari
sirasiyla %90, %83, %82, %78, %52 ve %47 oldu. LNCaP hilcrelerinde 24
saatte 25, 50 ve 100 pM TA uygulamasl sonucu elde edilen erken apoptotik
degerler (kontrol %0.60), %2, %4 ve %17 iken 48 saatte (kontrol %0.48)
%10, %10 ve %64 olarak bulundu. TA doz ve zamana bagli olarak LNCaP
hicrelerinde apoptozu uyarmaktadir. PCR sonuglarina gére TA, kaspaz-9
dizeyinde, gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark olusturmadi. Bununla
birlikte 50 uM TA grubunda kaspaz-9 aktivitesinin kontrol grubuna gore kath
olarak arttigi tespit edilmistir. Bu sonug artan TA konsantrasyonuna bagli
olarak apoptozun arttigini géstermektedir. Calismamizda 25, 50 ve 100 uM
TA uygulanan gruplarda siklooksijenaz-2 (COX-2) kontrol grubuna gdére katl
olarak azalmistir. Kanser olusumunda ya da yayillmasinda COX-2 yolaklarinin
asirl uyarilmasi géz onldne alindiginda, calismamizda TA'nin ilk kez kanserli
LNCaP hicrelerinde doz ve zamana bagl olarak hlicre gogalmasini baskilayici
ve apoptozu uyarici etkilerinin tespit edilmesi 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: Tolfenamik asit, prostat kanseri, LNCap, apoptoz,
MTT.



Summary

Prostate Cancer is among the most frequently observed type of cancers
in Turkey. Contemporary treatment modalities require that new and effective
methods or chemicals should be developed. Tolfenamic acid (TA) is a
nonsteroidal anti-inflammatory medicine that recently reported to stimulate
apoptosis in cancer cells, such as pancreas, oesophagus and lungs. The
present study aims to determine the role of TA on cell viability and apoptosis
in glioma cells (T-98G) and androgen-sensitive human prostate cancer cell
line (LNCaP). In our study, 1, 5, 10, 25, 50, and 100 uM doses of TA were
applied to T-98G and LNCaP cell lines for periods of 24 and 48 hours.
Subsequent cell vitality was tested with MTT test. The effective doses were
then analysed by flow cytometry and real-time PCR techniques. Upon MTT
spectrophotometric tests aforementioned doses exhibited no significant effect
on the survival rate of T-98G cells in 24 and 48 hours. Therefore, T-98G cells
did not need to be analysed by flow cytometry and RT-PCR. When LNCaP
cells were exposed to 1, 5, 10, 25, 50 and 100 pM doses of TA for 24 hours,
the rates of living cells were determined as 91%, 83%, 82%, 76%, 61%,
and 49%, respectively. When, the same doses were applied for 48 hours, the
living cell rates were 90%, 83%, 82%, 78%, 52%, and 47%, respectively.
Following applications of 25, 50 and 100 uM TA to LNCaP cells for 24 hours,
the apoptopic values (0.60% for the control group) were found to be 2%,
4%, and 17%, whereas the values for 48 hours were 10%, 10% and 64%
(0.48% for the control group), respectively. TA induced apoptosis of LNCaP
cells depending on the dose and duration of exposure.

According to PCR results, TA showed no statistical significance among
the groups at caspase-9 level, but caspase-9 activity increased incrementally
in groups given 50 uM of TA. The increase in the apoptosis of LNCaP cells can
be attributed to the rising amount of TA concentration. In our study, in 25,
50, and 100 pM TA groups, cyclooxygenase-2 (COX-2) decreased
incrementally when compared to the control group. Considering the
overstimulation of COX-2 paths in the emergence of cancer or in metastasis,
the present study indicates that TA has an antiproliferative effect and a
stimulating effect on apoptosis of LNCaP cells depending on the dose and
duration of exposure.

Key words: Tolfenamic acid, prostate cancer, LNCaP, apoptosis, MTT.
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Simge ve Kisaltmalar Dizini

TA : Tolfenamik asit

LNCaP : Insan prostat kanser hiicre dizisi

T-98G : Insan glioma kanser hicre dizisi

MM : Mikromolar

MTT : 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difenil tetrazolium bromid
PCR : Real Time-PCR (RT-PCR) teknigi

COX : Siklooksijenaz

PSA : Prostat duyarl (spesifik) antijen

PSMA : Prostat duyarli (spesifik) Membran antijen

DES : Dietilstilbestrol

DHT : Dihidrotestosterona

LH : Liteinlestirici hormon

NSAII : Non-steroid antiinflamatuar ilaclar

DHT : Dihidrotestosteron

DHEA : Dehidroepiandrosteron

PGG2 : Prostaglandin G2

TxA2 ; Tromboksan A2

CAD : Kaspaz aktive edici deoksiribonukleaz

ICAD : Kaspaz aktive edici deoksiribonukleaz inhibitoriu
Apaf- 1 : Apoptozda proteaz aktive edici faktor

TNF : TUmor nekroz faktor

Sp : Ozguinliik protein

DMEM : Dulbecco’s modified Eagle’s medium

FCS : Fetal dana serumu (Fetal calf serum)

DMSO : Dimetilstlfoksit

VEGF : Vaskller endotelyal buyime faktérintn
VEGFR1 : Vaskller endotelyal buyime faktéri reseptor 1



1. GIRIS VE AMAC

Kontrolsiz hiicre c¢ogalmasi ve normal olmayan hicre tiplerinin
olusumu ile karakterize edilen kanser, 2012 yilinda Dinyada toplam 14,1
milyon yeni vakanin yani sira 8,2 milyon kiside 6lime neden olan ve
gortlme sikligr giderek artan bir hastaliktir (T.C. Saglik Bakanhgi Tirkiye
Halk Saghgi Kurumu, 2014; Beytur ve ark., 2011). Farkh tipteki bircok
kanser tarind iyilestirecek bir tedavi yo6ntemi tam olarak
gelistirilemediginden, bu alandaki arastirmalar artarak devam etmektedir
(Beytur ve ark., 2011; Koyunoglu ve ark., 2013). Prostat kanseri
Tarkiye'de en sik gorilen kanser tiplerindendir (T.C. Saglik Bakanligi
Tirkiye Halk Saghgr Kurumu, 2014). Istatistiksel acidan tim kanserlerin
%32’'sini olusturur. Bu kanser tlrl, prostat bezindeki hiicrelerin cogalmasi
ve Olimid arasindaki oranin dediserek organ hacminin malign artmasi
olarak ifade edilmektedir (izmirli, 2010).

Prostat kanseri; genetik vyapi, kromozom takimi sayisi,
onkogen/timor baskilayici gen ifadesi ve bunlarin biyolojik etkileri ile
molekuller o6zellikleri agisindan oldukca karmasiktir. Prostat kanserinin
erken blUyime asamasi testosterondan 5a-rediktaz enzim sistemi ile
Uretilen 5a-dihidrotestosterona ihtiyag duyar. Bodyle prostat hicreleri
androjen bagimh olarak tanimlanirlar. Daha sonra prostat kanser hicreleri
androjene cevap verebilir, fakat buyumek icin ona ihtiyag duymaz. Prostat
kanserinin bUylUmesi icin androjene gereksinim duymadiklarindan
hastalarin timodrleri cerrahi muidahale ya da radyoterapi igin uygun
degildir, prostat kanser hicresinin blylmesini 6nlemek igin ya sirekli ya
da araliklarla hormonal tedavi uygulanabilir (Paul and Breul, 2000;
Rambeaud, 1999; Sciarra, 1999). Prostat kanserinin gelisiminde diyet ve
hormonal faktorlerin etkili oldugu bilinmektedir (Koyunoglu ve ark., 2013).
Yapilan arastirmalara goére testosteron, bdbrek Ustl bezi veya eksojen
androjenler olmadan prostat kanserinin baslayamayacad bildirilmistir (Vis
and Schroder, 2009). Androjen bagimli kanserler androjen yoklugunda
kigllirken, androjen bagimsiz timorler cerrahi ya da tibbi kisirlastirmaya
ragmen blylimeye devam etmektedir (Oh, 2000). Bundan dolay! tedavide
Oncelikle androjen baskilayici kirler uygulanirken ilerleyen prostat
kanserleri sonrasinda en sik uygulanan yontem androjen baskilayicilarin
geri ¢cekilmesidir. Bunun akabinde ikincil hormonal tedaviler ve sitotoksik
kemoterapiler uygulanmaktadir (Calabro and Sternberg, 2007).

Prostat kanser hicreleri cesitli organlara, 06zellikle de lokal lenf
nodlarina ve kemiklere yayilir. Prostat kanser hucreleri tarafindan ifade
edilen dnemli antijenlerden prostat spesifik antijen (PSA) ve prostatik asit
fosfataz, prostat kanserli hastalarin takibi icin kullanilir (Polascik, 1999;
Peehl, 1995). Su ve ark., (1995) prostat spesifik membran antijeni
(PSMA)'nin prostatin benign (iyi huylu) hiperplazisi ve prostat kanserinde
iki ayri formda Uretildigini gostermislerdir. PSMA'nin prostat kanserinde
normal hicrelerle kiyaslandiginda arttigi ve bu artisin hicreler androjen



bagimsiz olmaya baslar baslamaz gerceklestigi bulunmustur (O’Keefe,
2000; Chang, 2000).

Bircok calismada, apoptozdan kaginma, androjen badimsiz prostat
kanserinde en kritik patofizyolojik olaydir (Wang, 2004). Bu ylzden
androjen bagimsiz prostat kanserinde apoptotik yolaklarin uyariimasi,
ilerlemis prostat kanseri icin bir tedavi yéntemi olarak &nerilmektedir
(Tang, 1997; Cho, 2004). Vitamin E, selenyum, fitodstrojenler ve yesil cay
gibi besin katki maddelerinin prostat kanserini 6nlemeye yardimci
olabilecegi 6ne surtlmustir (Strom, 1999). Klinikte toremifen (Steiner and
Pound, 2003), finasterid (Thompson, 2003) ve dutasterid (Andriole, 2004)
gibi bircok yeni ilag prostat kanserinin 6nlenmesi icin denenmektedir. Bu
ilaclarla tedaviler dlstk dereceli prostat timadrlerinin gelisimini dnleyebilir
ancak yuksek dereceli kanserlerin artma riski Uzerindeki endiseleri ortadan
kaldiramamistir (Umesh, 2012). Prostat fonksiyonlarinin
dizenlenmesinden sorumlu tek hormon grubu androjenler degildir
(Nalabolu, 2014). Prostat kanserinin tedavisinde dietilstilbestrol (DES), 5-a
rediktaz inhibitérleri, IGteinlestirici hormon (LH) agonistleri, LH
antagonistleri ve antiandrojen ilaglar tek tek veya birlikte denenmistir.
Ancak bu ilaglarin kullanimi ciddi yan etkileri nedeniyle sinirlidir (McLeod,
2003; Kordan, 2010). Androjen ablasyon terapisi prostat kanserinin
tedavisinde kullanilmaktadir ancak bu tedaviye basta cevap veren
hastalarda siklikla agresif androjen badimsiz kanser gelismektedir
(Umesh, 2012). Bu ylzden androjen bagimsiz prostat kanserinin
Ustesinden gelmek icin yeni tedavi edici segeneklerin gelistirilmesine
ihtiyagc duyulmaktadir.

Non-steroid antiinflamatuar ilaclar (NSAII) genellikle analjezik,
antipiretik ve antiinflamatuar olarak kullanilir. Tolfenamik asit (TA) diger
non-steroid antiinflamatuar ilaglardan daha az mide bagirsak sisteminde
yan etkilere sahip oldugundan bas adgrisi tedavisi igin yaygin bir sekilde
kullaniimaktadir. NSAIi’'nin kanser kemoterapisinde kemoterapétik ajan
olarak da kullanilabilecekleri duslnilmektedir. TA akciger, 6zefagus,
meme, pankreas ve kolon kanserlerinde antikanser etki gosterdigi
saptanmis NSAIl’dir (Elwood, 2009; Wang and Dubois, 2010; Cuzick,
2009; Satya, 2014). Bircok hayvan modelinde romatoid artrit ve
osteoartrit gibi hastaliklarin tedavisinde TA'nin agri kesici ve ates districU
ozelliklere sahip oldugu goésterilmistir (Wankya, 1981).

NSAII’'nin antiproliferatif &zelliklerine apoptotik yolaklarda ve
antianjiojenik aktivitede artislar eslik eder (Tarnawski and Jones, 2003;
Lincova, 2009). Son calismalar TA'nin pankreas, Ozefagus, akciger ve
ovaryum kanserlerinde antikanser aktivite gosterdigini ortaya koymustur
(Konduri, 2009; Papineni, 2009; Colon, 2011). Yapilan calismalarda TA'nin
ayrica kolorektal kanser hicrelerinde ve pankreatik kanser modellerinin
metastaz ve tUmor gelisiminde apoptozu uyardigini ortaya koymustur
(Abdelrahim, 2006(a); Abdelrahim, 2007(b); Lee, 2008). Ancak prostat
kanser hicrelerinin apoptozunda TA veya onun molektler dizeydeki etkisi
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hakkinda yeteri kadar bilgi bulunmamaktadir (Choi, 2011). Mitokondriyal
hasarda mitokondriyal zar potansiyeli kaybolur ve mitokondriyal i¢c zar
ylzeyinden sitokrom C gibi proteinler salinir. Mitokondrinin dogrudan ya
da dolayl dizensizlikleri apoptotik yolagi uyarabilir. TA’'nin mitokondriyal
zar potansiyelinin kaybini 6nemli oranda uyardigi ve boylece TA nedenli
apoptozda mitokondriyal zar hasarina karistigi gosterilmistir (Sung, 2012).

Bu calismanin amaci, androjen duyarl insan prostat kanser hicre
dizisinde (LNCaP) TA'nin hicre canlihgi Uzerindeki etkisini belirlemektir.
Bdylece TA'nin antikanser aktivitesi ile iliskili mekanizmalarin altinda yatan
surecleri anlamaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Prostat Bezi

Prostat bezinin gelisimi, 8-12. haftalarda insan koryonik
gonadotropinin  uyarimi  sonucu salgilanan testosteron tarafindan
gerceklestirilir. Bu bez dogum aninda kiiclk olup eseysel olgunluga kadar
adeta bir dinlenme halindeyken bu asamadan itibaren blylmeye baslar
(Balbay, 2008).

Prostét bezi ™%
(Normal)

Sekil 2.1.1. Prostat anatomisinin sematik goértinimud (Krongrad and Droller, 1993).

Prostat, sekli ceviz ya da koniye benzeyen alt karin bosluguna
yerlesik kese ile sarili fibromiskiler ve bezsel bir organdir (Sekil 2.1.1).
Eriskinde ortalama hacmi 20 mL olan bu bezin yiksekligi 3 cm, genisligi 4
cm ve kalinhdi da 2.5 cm’dir. Prostat bezi Ustten idrar kesesine (mesane),
alttan ise dis Uriner sfinkter ve idrar borusuna (lretra) baglidir. (Villers,
1993).

Erkeklerde en bilyluk yardimci dreme bezi olan prostat bezi,
mesanenin boynunu ve Uretranin ilk parcasini sarar ve fibrinolizin, sitrik
asit ve asit fosfataz Uretir. Prostat icinde 30-50 kadar tublloalveolar
yapida bez bulunur. Bu bezler bosaltim kanallari yoluyla idrar borusunun
prostatik bolimune acilirlar. Lifsel bag dokusu yapisinda olan prostatik
kesede fazla miktarda diz kas lifi bulunur. Prostat loblari prostata
kapsllden iceriye giren bélmeler tarafindan olusturulur. Bezlerin etraflarini
ceviren stromal doku, diz kas lifi iceren fibroelastik dokudan olusur ve
cevrede kapsdl ile ilerler. Bu kaslarin kasiimalari ile bosalma (ejakulasyon)
esnasinda prostat salgisinin atihmini saglar (Seftalioglu, 1998).

Tubuloalveolar bezlerin bosluklarinda siklikla, prostat tasi (korpora
amilasea) olarak adlandirilan ve prostat salgisinin yogunlasip kireglenmesi
sonucu olusan amorf kalsifiye lameller bulunur (Seftalioglu, 1998).
Prostat, salgl bezi ve temel doku icerir. Geng erkeklerde temel dokunun
salgl bezlerine orani 2:1'dir (Kirby, 2013). Prostat sivisi bazik pH’ye sahip



laktesans bir sividir ve bu bazik 06zellik yumurtanin ddéllenmesi igin
gereklidir. Prostat sivisi su, sitrik asit, asit fosfataz, amilaz, kolesterol,
cinko, tamponlayici tuzlar, fosfolipidler, prostaglandinler, prostat duyarl
(spesifik) antijen (PSA), seminal plazmin, kalsiyum sitrat, fosfat iyonlari,
pihtilasma saglayici enzim ve plazminojen gibi maddeleri icerir. Diger bir
deyisle hem pihtilasmayi uyaran hem de pihtilasmay! durduran enzimler
icermektedir. Bu sivi ejaktllatin %30’u kadardir (Balbay, 2008).

2.2. Prostat Kanseri

Prostat kanseri, prostat bezinde anormal hiicre ¢ogalmasi sonucu
prostat bezinin asir biylimesi seklinde ifade edilmektedir. Kuzey Amerika,
Avrupa ve Afrika’nin bazi bdlgelerinde erkeklerde yaygin goérilen kanser
cesidi olup, kanser nedenli dltimlerde ikinci siradadir. Dinyadaki en yaygin
altinci kanser olup erkeklerde deri kanserinden sonra en yaygin kanser
tiriddir (Gronberg, 2003; Nahleh, 2006). Amerikan Kanser Birligi
verilerine gbére 2013 yilinda dinya genelinde 238.590 prostat kanseri
vakasi belirlenmistir (Siegel, 2013). Ulkemizde ise Sadlik Bakanlhgi
verilerine gore prostat kanseri gorilme sikligi diger organ kanserleri
arasinda 6-7. siralarda yer almaktadir (Kaygusuz, 2007).

Epidemiyolojik incelemelere gbre prostat kanseri 3 etiyolojik faktor
(beslenme ve cevre, kalitimsal etkiler, hormonal etkiler) nedeniyle
gelismektedir. Prostat kanserinde hucrelerin blyuk bir kismi hormonlara
karsi duyarlidir ve androjenlerin bulundugu ortamda hizla codalirlar.
Nitekim, bir arastirmanin verilerine gére testosteron hormonunun prostat
bezi hiicrelerinde kanserlesme igin yapisal degisimi uyardigi gésterilmistir
(Schwarz, 2004).

Beslenme ve cgevresel faktdrlerin prostat kanserindeki etkilerini
belirlemek igin, farkl yerlerde yasayan ayni irktan insanlarda bu hastaligin
gorilme sikhdr saptanmistir. Japonya’da prostat kanseri insidansi Kuzey
Amerika’nin 1/10'u kadar iken, Kuzey Amerika'da yasayan ikinci ve
Uclncl kusak Japon kokenlilerde bu hastaligin goérilme sikligi Kuzey
Amerikalilardaki gibi ylksektir (Brawley, 1998).

2.3. Hormonal Etkiler

2.3.1. Androjenler

Androjenlerin prostat kanserindeki roli tam olarak agiklanmamis ise
de, deneysel calismalarda androjenlerin prostat kanseri olusumunu ve
gelisimini etkiledigi belirtilmistir. Androjenler; testosteron,
androstenedion, dihidrotestosteron (DHT), dehidroepiandrosteron (DHEA)
dan olusmaktadir (Jonsson, 2009).



Testosteron, erbezlerinde uretilip pasif difizyonla hedef olan hlcreye
girer. Hedef dokuda testosteron, steroid 5a-rediktaz enzimiyle DHT'a
cevrilir. Androjen reseptérleri, hicrede transkripsiyon faktéri olarak gérev
alir. Ortamda bulunan testosteron ve DHT, steroid-tiroid-retinoid ailesinin
dyesi olan reseptdore baglanmak icin yarisirlar; bu hormonlarin reseptére
olan ilgisi ayni olmakla birlikte fizyolojik etkileri ayni dedildir. Hormon-
reseptor kompleksi gen dizenleme bolgesine baglanarak transkripsiyonun
dlizenlenmesini saglar (Miyamoto, 1993). Amerikadaki Afrika kdkenlilerde
prostat kanserinin oldukca fazla goérilmesinin nedeni serumda androjen
dizeyinin fazla olmasidir (Ross, 1986). Androjenlerin prostat kanserine
etkisini saptamak icin bircok arastirma yapilmistir. Deneysel bir calismada,
5a-rediktaz enzimi ya da testosteronun prostat kanserinin gelisimi ile bir
ilgisi olmadigini gosterirken (Guess, 1990), baska bir calismada ise
testosteronun artisi ile prostat kanseri arasindaki iliski anlamh
bulunmustur (Gann, 1996). Ancak androjen ve metabolitlerinin prostat
kanseri ile iligkisi ise tam olarak agiklanamamaktadir. Nitekim serumdaki
blutin androjen seviyesini, dolasimdaki testosteron dizeyindeki dnemli
diurnal degisiklikler etkilemektedir (Prehn, 1999).

Androjen miktarinin baskilanmasiyla ya da reseptorlerinin farkl gen
tedavileri ile aktivasyonunun 6nlenmesi ile androjen miktarlar azaltilir.
Prostat kanserinde, ileri evre tedavilerinde androjen dulzeylerinin
azaltilmasinin etkili bir tedavi sekli olabilecegi belirtilmistir. Fakat, bu
tedavi sekli uzun sudreli olamaz, ¢cunku hicreler, androjen baskilanmasina
yanitsiz hale gelmektedir. Bu nedenle hormona direncli prostat kanseri
olarak ifade edilmektedir (Tungkiran ve Bozlu, 2007).

2.3.2. Prostata o6zel antijen

Prostata 6zel antijen (prostate specific antigen=PSA), prostat bezinde
olusan glikoprotein olup semenin sivilasmasinda etkilidir. PSA’nin
eriskinlerdeki miktari 0-4 ng/mL dlzeyindedir. Seminal sivida ylksek
oranda bulunan PSA, serumda dusuktir. Serum PSA’sinin %65-90'1 a-1-
antikimotripsin ve a-2 makroglobuline bagh haldeyken, diger kismi serbest
haldedir. Serbest PSA ile o-1-antikimotripsine bagli PSA immiinolojik
olarak belirlenebilmektedir. Serumda yapilan PSA analizleri prostat kanser
tanisini belirlemek igin kullanilmaktadir. Prostat kanserinde hducrelerin
farklilasma derecesine gére PSA (retimi degisken olup ileri asamada
farklilasmis prostat kanseri dokularinin PSA (retimi, erken evredekilere
gbre daha fazladir (Lin, 2013).

2.4. Genetik Faktorler

Butlin kanser tirlerinde oldugu gibi prostat kanserinde de genetik
yatkinlik gorilme sikligini etkileyen temel etmendir. Zira babalari ve erkek
kardesleri prostat kanserli erkeklerde prostat kanseri olusma riski oldukca
yuksektir. Ayrica ayni ailede kolon ya da meme kanseri olan Kkisilerin
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prostat kanserine yakalanma riskinin de ylksek oldugu saptanmistir
(Lessick and Katz, 2006). Butun prostat kanseri olgularinin %9’unda ve 55
yasin altindaki vakalarin %43’Unde otozomal dominant gecisli yatkinlik
genleri saptanmistir. Prostat kanserine neden olan gen boélgeleri; 17.
kromozomun kisa kolunda bulunan ELAC2 geni, 1. kromozomun uzun
kolunda lokalize alan HPC1 geni, 5-alfa-rediktaz tip II geni, androjen
reseptorid geni, PSA geni gibi ailesel ve ara sira gortlen mutasyonlarin gen
bolgeleri tespit edilmistir (Lessick and Katz, 2006).

2.5. Prostat Kanseri Tedavi Modelleri

Her ne kadar cerrahi girisim oOncelikli olarak yapilsa da ilerlemis
prostat kanseri olgularinda androjenlerin baskilanmasi etkili bir tedavi
seklidir. Ancak androjen bagimsiz hiicre dizileri ya da hormona duyarsiz
prostat kanseri gelismesi nedeniyle androjen baskilanmasi ydntemi 1-4
yillar arasinda cevapsiz kalmaktadir. Bu durumda ikincil hormon
uygulamalari, kemoterapi, radyoterapi uygulamalari ve yeni gelistirilen
ajanlarla amaca yonelik tedaviler yapilmaktadir. Hormona direngli prostat
kanseri vakalarinda androjen baskilama ydntemine devam edilmelidir, zira
bazi arastirmalarda testosteron uygulandiginda hastaligin olumsuz
etkilendigi gortlmustir (Lee, 2013).

2.5.1. Ikincil hormonal tedaviler

Testosteron ile androjen reseptériine baglanmak icin yarisa giren
flutamid ajani, hormona direngli prostat kanseri olusumundan sonra
verildiginde olumlu cevaplar alinmaktadir. Megestrol, dietilstilbestrol,
tamoksifen, hidrokortizon, aminoglutetimid, deksametazon ve prednizon
ikincil hormonal tedavi amaciyla kullaniimaktadir. Bu ajanlarin tek basina
kullanilmalarinin yani sira kombine uygulanmalarinin yasam sulresini
arttirmada daha etkili olduklar belirtilmistir. Adrenal steroidlerin Gretimini
baskilayan ketokonazol, hidrokortizonla birlikte  uygulanmalidir.
Ketokonazol tedavisinin etkinligini arastiran galismalarda PSA’'nin %50'nin
Uzerinde azaldigi saptanmistir (Lee, 2013).

2.5.2. Kemoterapi uygulamalari

Prostat kanseri kemoterapiye direng goOstermektedir. Gegmiste,
kemoterapi sonrasi hastaliga cevap %8.7 seviyesinde kalmistir.
Gunumuzde ifosfamid, oral etoposid, melfelan, gemsitabin, idarubisin,
topotekan ve irinotecan gibi tek baslarina uygulanan kemoterapotiklerle
hastalia cevap orani %10’u gecememistir. DNA ile etkileserek DNA'nIn
biyosentezini onledigi sanilan doksorubisin ile siklofosfamid
kombinasyonunun basarili sonuglar verdigi rapor edilmistir (Fornari,
1994). Etoposid, pirarubisin ve cisplatin birlikteligi ise PSA cevabini
%70’lere yikseltmektedir. Mikrotlbil proteinlerine baglanarak bolinmeyi
engelleyen estramustinin taksanlar ile birlikteliginin hormona direngli



prostat kanseri vakalarina etkileri incelenmistir (Small, 1996). Ayrica
estramustin ve paklitakselin birlikteligini inceleyen faz I calismalarinin
verilerine gore PSA %65 civarinda diserken prostat hastaligi da %42
oraninda azalmistir (Hudes, 1995).

Hormona direncli prostat kanseri olgularinda, kemoterapiden sonra
bazi hastalar fayda gérmus olmakla birlikte, yasam slresinde o6nemli
derecede artis saglayan tedavi sekli gosterilememistir. Son zamanlarda
dositaksel, estramustin ve mitoksantron basta olmak Uzere taksanlar
iceren tedavi protokolleri 6nemli faydasi olan terapilerdir. Ayrica bu
vakalarda cerrahi ve radyoterapinin birlikte uygulanmasi da tavsiye
edilmektedir (Fornari,1994).

2.6. Prostat Kanserinin Klinik Ozellikleri

Prostat kanserinde rektal muayene hem pratik hem de guvenilir bir
yontemdir. Ancak patolojik tanimlama 6nemlidir (Epstein, 1995; Tanagho
and McAninch, 1995; Walsh, 2002; Eble, 2004). Cunkl erken prostat
kanserlerinin fokal noduller hiperplazi, granltlomatdéz prostat iltihabi,
tiberkiloz, infarkt veya lithiazis ile ayirici tanisinin yapilmasi gerekir
(Rosai and Ackerman, 2004). Transrektal ultrasonografi 5mm’den klglk
kanserlerin gdsterilmesinde yararlidir, ancak %30 vakada atlanabilir.
Bunlar izoekoik olarak gérulen grup olup, su anda bunlarn ortaya koyacak
herhangi bir alet yoktur (Walsh, 2002).

PSA, Wang tarafindan 1979’da tanimlanan glikoprotein olup prostat
asinUs epitelinden salgilanir. PSA’'nin kan dizeyleri gtinlik degdisir. PSA 0-4
ng/mL ise normal, 4-10 ng/mL slpheli, 10-20 ng/mL biyopsi endikasyonu,
20 ng/mL Uzerinde ise de timdr kabul edilmektedir. PSA, hastanin yasiyla
ve benign prostat hiperplazisinin volimu ile paralellik géstermektedir. Yas
ilerledikce kan serumundaki miktari artar (Korkud ve Karabay, 1993; Eble,
2004; Inci, 1995).

PSA, kanal epiteli kaynakl timorlerde %100 artar. Ileri farklilasmis
karsinomlar, az ve farklilasmamis karsinomlardan daha ¢ok PSA yapar
(Tanagho and McAninch, 1995; Walsh, 2002; Inci, 1995). Yiksek
duyarhliga ve 6zellige sahip oldugu icin, hizli ve ucuz bir testtir (Michael,
2002; Tanagho and McAninch, 1995). PSA'nin hafif ylksekligi noduler
blylimede de izlenmektedir, ancak seri takiplerde artis devam etmekte ise
biyopsi ile dogrulanmalidir (Sternberg, 1999; Rosai and Ackerman, 2004).
Prostat kanserli hastalarin hemen yarisinda PSA dederleri 10 ng/mL'nin
Uzerindedir. PSA ylksekligi prostatitlerde, prostatik infarktlarda, prostatin
majér travmasinda izlenebilir ancak bu ylUkseklik gecicidir ve tedavi
sonrasl normal dederlere iner. Rektal muayene, transrektal ultrasonografi
ve serum PSA 0dlgimu UGglUst erken prostatik karsinom agisindan kuvvetli
tanisal deder tasimaktadir (Tanagho and McAninch, 1995; Inci, 1995).



2.7. Prostat Kanserinin Patolojik Ozellikleri

Prostat kanserlerinin %95 kadari adenokarsinoma, geriye kalanlarin
ise %90'Indan fazlasi degisici epitel hicreli kanserlerdir.
Adenokarsinomlarin  %60-70'i c¢evresel bolgede, 9%10-20'si degisici
bolgede, %5-10'u merkez bédlgede bulunur (Presti, 2000). Prostat
adenokarsinomlarinin %85’ten fazlasi ¢cok odaklidir (Walsh, 2002). Prostat
adenokarsinomu derecelendirilmesinde en gecerli ydntem Gleason
sistemidir (Epstein, 2005; Gleason, 1992). Prostat timoérlerini Mostofi ve
ark. (1980) hicre tipini ve maligniteyi baz alarak gruplandirmiglardir
(Mostofi, 1980).

I. Epitel timorleri

A. Benign:

1. Papiller adenom

B. Malign:
. Asiner adenokarsinom (prostat adenokarsinom)
. Transizyonel hucreli karsinom
Skuamo6z hicreli karsinom
Perilretral duktal karsinom
Papiller duktal karsinom
Endometrial karsinom
Indiferansiye karsinom
Musin6z adenokarsinom
. Papiller kistadenokarsinom

10 Adenomatoid kistik adenokarsinom
I1. Epitelyal olmayan timorler
A. Benign:

1. Leiomyom

2. Fibrom
B. Malign:

1. Rabdomyosarkom

2. Leiomyosarkom

3. Fibrosarkom

4. Malign fibrdz histiyositom
ITI. Karigik timaorler
1. Karsinoid
2. Karsinosarkom
3. Malign melanom
4. Nevus
IV. Metastatik timorler

CONOUIAWN R

~ 2.8. Kanser ve Kanser Hicrelerinin Ayirt Edici
Ozellikleri

Kanser, yapisal olarak degismis hicrelerin devamli bdllinmesiyle
olusan bir hastaliktir. Kanserde asiri miktarda artan hicreler, normal
olarak gerceklesen yeterli sayida hicre 6limuU ile dengelenememektedir.
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Degisime udrayarak kanserlesen bu hicreler bulunduklari dokuya ve
bedenin diger boélgelerine yayilirlar ve hastanin organlarina zarar verirler.
Bu hicreler koken aldiklar saglikli hicrelere gére daha kisa zamanda
6lmelerine ragmen yeni hicrelerin olusmasi ve bu nedenle birikmesi ¢ok
daha hizlidir. Asir hiicre cogalmasi nedeniyle meydana gelen bu dengesiz
durum hem genetik anomalili kanser hicrelerinden hem de bagdisiklk
sisteminin  bu hicreleri tanima ve vyok etme yetersizliginden
kaynaklanmaktadir. Kanser hicrelerinde olup, saglkh hicrelerde
bulunmayan bazi 6zellikler sunlardir (Lowitz ve Casciato, 2007; Polard and
Earnshaw, 2004):

e Kanserlesen hiucre Ureme kontrolini kaybetmistir. Normal
hicrelerde gereksiz codalmay! Onleyen baskilama mekanizmasi kanser
hicrelerinde bozulmus olur.

e Kanserlesen hiicre, dokuya 6zgl olan yapisal 6zelligini ve morfolojik
yapisini kaybetmistir. Kanserlesen hicreler normal hlcrelere gére klgulk,
ancak gekirdekleri daha buyuk olur.

e Kanserlesen dokuda, bdlinen hicrelerde normal farklilasma
gergeklesmez.

e Kanserlesen hicrelerin arasinda dokuya 06zgl kontakt inhibisyon
olusmaz.

e Kanserlesen hilicrenin metabolizmasi degismistir. Genellikle seker
alinimi artmis ve anaerobik solunum orani yukselmistir.

e Kanserlesen hicrede dokudaki faaliyetlerine 6zgl proteinlerinin bir
kismi sentezlenemez ve dolayisiyla bu hicreler normal fonksiyonlarini
surdliremezler.

e Kanserlesen hicrelerin  enzimlerinde miktar ve fonksiyon
bakimindan degisiklikler olusur.

e Kanserlesen hiicrenin antijenik 6zellikleri degismistir.

e Kanserlesen hicrelerin hacimleri normal hicrelere oranla daha
klglk olup mikroskop altinda kolaylikla ayirt edilebilirler.

e Kanserlesen hicrelerde apoptoz mekanizmasi engellenmistir.

e Kanserlesen hilicrede telomeraz aktivitesi devam ettiginden hicre
O0lmeksizin bélinmesini sdrdurdr.

2.9. Siklooksijenazlar

Siklooksijenaz (COX) enzim sistemi COX-1 ve COX-2 enzimleri
araciligi ile arasidonik asitten prostaglandinler (PG) ve tromboksan
sentezini saglarlar. COX-1 ve COX-2 enzimleri endoplazmik retikulumda
bulunur ve sirasiyla 72 ve 74 kDa adirligindadirlar. Bu iki enzim de COX ve
peroksidaz aktivitesine sahiptir. Bu enzimler sirasiyla aktive olarak, énce
arasidonik asitten PGG2 ve PGH2 sentezlenir, ardindan bircok
prostaglandin (PGD2, PGE2, PGI2) ve tromboksan A2 (TxA2) sentezlenir.
COX-1 tim dokularda bulunur ve normal hucresel islevlerin yurattlmesi
icin gerekli olup, mide-barsak ve bo6brek islevlerinde 6&nemli rol
oynamaktadir. COX-2, her dokuda bulunmaz, daha cok beyin, testis ve
trakeada bulunmaktadir. Hicre disi uyaranlar, blyume faktorleri,
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sitokinler, hormonlar, peroksizomal proliferatérler, hipoksi, iyonize
radyasyon ve bazi karsinojenler COX-2 sentezini arttirmaktadir. COX-2'nin
uyarilmasi, gen ifadesinin artisi ve COX-2 mRNA’sinin stabilizasyonuna
neden olmaktadir. Hicre icindeki bircok sinyal iletimi ve metabolik yolakta
onemli yerleri olan COX enzimleri, pekcok fizyolojik ve patolojik olusumda
yer alirlar. Ozelikle hemostaz, trombosit agregasyonu, bébrek ve mide
islevlerinde, bagisikhk sisteminde, kemik metabolizmasinda, lGreme ve
hormonal sistemde, inflamasyon ve kanserde ve hiicre icinde enerji
transfer sistemi oksidasyon reaksiyonlarinda da aktif rol almaktadirlar
(Masahiko etal., 1998, Tmothy, 1998, Shan, 2004).

Membran fosfolipidlers

Fosfolipaz

Aragidonik asit

Siklooksigenaz

Lipooksigenaz

TXAI

Likotrienler

/ PGG2

LTB4 LTC4/D4'E4 Percksidaz

& PGI2
PGF

PGEZ

/

PGE2

PGD:

Sekil 2.9.1. Arasidonik asitten prostaglandinler ve tromboksan sentezi

COX-2'nin asirt artisi karsinogenezde o6nemli rol oynamaktadir.
Nitekim kolorektal kanser, meme, prostat, mesane, mide, 6zefagus, cilt,
karaciger, pankreas, beyin ve akciger gibi bircok kanser tlriinde COX-2
artisi  gosterilmistir. Bu nedenle COX-2 inhibitdérlerinin  kanserin
onlenmesinde ya da tedavisinde firsat yaratabilecedi disinitlmektedir.

11



Bircok deneysel ve klinik c¢alismada, COX-2 enziminin, hucre
proliferasyonu, artmis anjiyogenez, defektif apoptoz, metastaz artisi,
immunsupresyon, mutajenik etki, oksidatif Grinlerde artis ve aromataz
enzim indlksiyonu vyaptigi gosterilmistir. COX-2 iligkili apoptoz
inhibisyonu bircok timér dokusunda gosterilmistir. COX-2, hicre
déngusinde G1 fazinda yavaslamaya neden olarak apoptozda dirence
sebep olur. NSAII timér dokusunda apoptoz artisi ve tiimér gerilemesine
yol acmaktadir. Son zamanlarda bircok epidemiyolojik vaka calismalar
aspirin ve diger NSAII'lerin alinmasi kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri
riskini azaltabildigini gostermistir (Gupta, 2000, Castelo, 2003, Sanche-
Alcazar, 2003, Shan, 2004, Karen, 2004,).

2.10. Kanserli Hiicrelerin Apoptoza Gidememesi

Apoptoz mutasyon sonucu gelisen, anormal DNA’ya sahip hucreleri
ortadan kaldirir. DNA anormalligi ya onarilmasi imkansiz DNA hasari
olusmus ya da hatali, eksik veya gerekli olmayan fazla transkribe olmus
DNA'dan meydana gelmektedir. Apoptoz, bir tlrin kromozom sayisinin
dogru sekilde sirdirilmesinde temel islevdir (Lowitz ve Casciato, 2007;
Polard and Earnshaw, 2004).

Apoptoz programl olarak normal doku kaybindan sorumludur. Bunun
klasik 6rnegdini larva doneminde kuyruga sahip kurbagalarin erigkin haline
gectiklerinde kuyruklarinin kaybolmasindan, primatlarda embriyonel
gelisim esnasinda goérulen parmaklar arasi perdelerin eritilmesi
olusturmaktadir. Diger taraftan yaslanan hicrelerin ortadan kaldiriimalari
da apoptoz mekanizmalari ile saglanir. Yine apoptoz, canhnin kendi
dokularini tantyan T hicrelerinin ortadan kaldirilmasini sadlayarak bu
hicrelerin organizmaya karsi immin atagini onler (Lowitz ve Casciato,
2007; Polard and Earnshaw, 2004).

Apoptoz sirasinda hilcrelerde organeller toplanirlar ve ardindan
cekirdegin yogunlasip parcalanmasiyla birlikte hiicre apoptotik cisimciklere
ayrilir. Makrofajlar ya da komsu hucreler bu cisimcikleri fagosite ederler.
Nekrozun aksine, apoptozda inflamasyon olusmaz. Apoptozda evrimsel
slirecte korunan bazi 6zel proteinlerin Uretimi saglanir (Lowitz ve Casciato,
2007; Polard and Earnshaw, 2004).

Kanser ile bazi bagisiklik sistemi hiicreleri normal dokularda apoptozu
anormal olarak uyaran kimyasallari sentezlerler. Apoptoz kalitsal olarak
dizenlenir ve malign hulcrelerde bozulabilir. p53 timér baskilayici gen
apoptozu uyarirken onkogen olan Bcl-2 apoptozu durdurur. Boylelikle
normal hicre 6limua yavaslatilir ve asiri hicre birikimine neden olur.
Kanserli hicrelerin  kemoterapi, hormonlar ile radyasyon tedavisiyle
azaltilmasi veya ortadan kaldiriilmasinda temel mekanizma apoptoz olabilir
(Lowitz ve Casciato, 2007; Polard and Earnshaw, 2004).
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2.11. Apoptoz Mekanizmalari

Programli hicre 6limui olan apoptoz kalitsal olarak kontrol edilir.
Apoptozda birkac mekanizma aciklanmistir.

2.11.1. Kaspazlar araciligiyla hiicre oliimii

Caenorhabditis elegans'ta yapilan arastirmalardan ortaya cikarilan
veriler ile apoptozun dizenlenmesinde rol alan mutasyonlar saptanmistir.
Bu arastirmalar esnasinda; ced-3 veya ced-4 genlerinde islev kaybi
mutasyonu bulunan hicrelerde, apoptoz olusmadigi gozlenmistir. Proteaz
aktive edici faktdr olan ced-4 proteini, ced-3 proteinini aktive eder. Aktive
olan ced-3 de apoptozu uyarir. Bu kurtgukta apoptozu o6nleyen ced-9
proteinini Greten ced-9 geni mutasyona ugrarsa kurtcugun bitin hicreleri
embriyonal gelisim sirasinda 6ltr. Bu durum gdsteriyor ki, ced-3 ve ced-4
genleri apoptozun gergeklesmesi icin gereklidir. ced-9 ise O6lmemesi
gereken hucreleri korumaktadir, yani apoptozu dnlemektedir. Ancak, ced-
3 ve ced-9 mutasyonlarini ayni anda tasiyan kurtguklarin da yasamaya
devam ettigi gorilmistir. Buradan ced-9 geninin, ced-3 geninden 6nce
etkinlik gosterdigi anlami gikmaktadir (Glines, 2014).

. 2 Etkili
Dizenleyici
Al
(Apoptozu Ejyg?grg?gs
engelleyenler)
Celegans: i CED-9 —{ —— CED-3 =—> Apoptoz
Omurgali: Bcl-2 —{ ——VECasp—Q E—— Casp—3—§—> Apoptoz

Sekil 2.11.1.1 Apoptozda roll olan proteinler (Glnes, 2014).

Insanlarda, folikiiler lenfomadan elde edilen apoptotik Bcl-2 geninin
bir  mutasyonunu bulunduran bireylerde, kromozomlar  tekrar
diizenlendiginden lenfoma olusmaktadir. C.elegans’ in ced-9 geni ile insan
Bcl-2 geni homologtur. Bu iki genin Urettikleri Bcl-2 ve ced-9 proteinleri
normal kosullarda apoptozu engellerler. Bcl-2 ve ced-9 proteinleri zar
katedici proteinlerdir. Bu proteinlerin mitokondri dis zar, cekirdek ve
endoplazmik retikulum zarlarinda bulundugu saptanmistir. Normalde Bcl-2
proteini apoptozu inhibe etmektedir ancak hlicrede Bcl-2 ile iligkili Bax gibi
bazi proteinler apoptozu uyarmaktadir. Bu nedenle hlcre &liumundn
dizenlenmesinde rol alan proteinler; antiapoptotik duzenleyiciler (Bcl-2,
ced-9) ve proapoptotik dizenleyiciler (Bax, Bad) olmak Uzere iki grupta
incelenmektedir (Gines, 2014, Keane, 2001).

Memelilerde Bcl-2 dyesi 6 proteinin programli hicre o6lumund
baskiladigi, 9 proteinin ise programli hlicre 6limdnd uyardidi bildirilmistir.
Omurgal hayvanlarda programl hicre 6liminde etkili olan proteinler
kaspazlar olarak adlandirilir. Kaspazlar katalitik bélgelerinde bir sistein
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kalintis1 icerdikleri, hedef proteinleri C terminalindeki aspartik asitten
kestikleri ve dolayisiyla enzim islevi gordlkleri icin kaspaz (caspase)
olarak isimlendirilmislerdir. Insanda birbirinden farkh 15 kaspaz proteini
saptanmistir. Kaspazlar, prokaspaz seklinde inaktif olarak duretildikten
sonra bazi kisimlari kesilerek aktiflestirilirler. Apoptoz yolaginda, bir
protein tarafindan uyarilan kaspaz-9, kaspaz-3’ Un belirli bolgelerini
keserek aktiflestirir. Aktiflesen kaspaz-3, sitozolde bulunan kaspaz aktive
edici deoksiribonukleaz inhibitéri (ICAD)’ nin aktivitesini ortadan kaldirir.
Aktivitesi kaybolan ICAD, normal durumdayken bagli oldugu kaspaz aktive
edici deoksiribonukleaz (CAD) dan ayrilir. Serbestlesen CAD, cekirdege
gecerek kromatin kondensasyonu ve kromozom kiriklarinin olusmasi
yoluyla hicrenin programli olarak 6lmesine neden olur (Glnes, 2014,
Keane, 2001).

Bazi Bcl-2 Uyeleri, mitokondrilerin istikrarini korurken bazilar bozar.
Boylelikle sitokrom C’nin mitokondriden sitoplazmaya gegisini denetler.
Normal hlcrelerde mitokondrinin zarlari arasinda bulunan sitokrom C’ nin
buradan sitoplazmaya gecmesi apoptozu baslatir. Bcl-2, sitokrom C’ nin
sitoplazmaya tasinmasini 6nlerken, Bax sitozole gegisine yardim eder
(Gunes, 2014, Keane, 2001).

Programli hicre o6limi vyolaginda; hicrenin yasamsal islevlerini
yapmasini saglayan etmenlerin var olmamasi, sitozolde reaktif oksijen
tlrlerinin birikmesi ve stres gibi farkli etkiler sonucu, bir proapoptotik
protein olan Bad, mitokondri dis zarinda bulunan ve antiapoptotik
dliizenleyiciler olan Bcl-2/Bcl-xI" ye baglanarak Blc-2/Bcl-xI kompleksinin
Bax ile baglanti kurmasini engeller. Bu durumda Bax homodimeri veya
Bcl-2/Bax heterodimeri tarafindan mitokondri dis zarinda bir kanal
olusturularak, cgesitli iyonlarin kontrolstiz bir sekilde mitokondriye girisine
olanak saglar. Sonucgta mitokondri bitinligd bozuldugundan sitokrom C
sitoplazmaya gecger. Sitoplazmada; sitokrom C, araci bir protein olan
apoptozda proteaz aktive edici faktér (Apaf-1)’e badlanarak kaspaz
yolagini aktive ederek apoptozun olusmasi saglanir (Glines, 2014, Rao,
2001, Wingrave, 2003).
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Sekil 2.11.1.2. Apoptoz mekanizmasinda hlcre icinde olusan bir etki sonucu hicre
6lumu (Glnesg, 2014).

Ortamda bulunan sinir bliylime faktérintn hicre zarindaki reseptor
ile birlesmesi, fosfatidil inositol-3 kinaz (IP-3 kinaz) yolagini uyararak Akt
kinazin aktiflesmesini saglar. Aktif Akt kinaz, Bad’ 1 fosforlayarak aktive
eder. Bu durumda Bad, Bcl-2/Bcl-xI ile birlesmez, sitozolde bulunan
protein 14-3-3 ile kompleks kurar. Diger taraftan Bad ile birlesmeyen Bcl-
2/Bcl-xl, Bax ile birleserek Bax’ in mitokondriyal zarda kanal olusturmasini
engeller. Boylece sitokrom C sitoplazmaya tasinamaz. Bu durumda kaspaz
yolagi aktiflesemeyecedinden hilicre yasamini strdirir (Rao, 2001,
Wingrave, 2003)

2.11.2. Oliim sinyalleri araciligiyla hiicre éliimii

Hicre 6liumi, her ne kadar yasamsal uyarilarin yoklugunda ortaya
cikiyorsa da, apoptoz 6lim sinyalleri varhdinda da ortaya cikabilir. Hiicre
O0limU ve bazi kronik inflamatuar hastaliklarda doku yikimini baslatan
timoér nekroz faktér (TNF) makrofajlardan salinir. Sitotoksik T
lenfositlerinde sentezlenen bir hicre ylizey proteini olan Fas ligandi hicre
6limi olusturan diger bir sinyal molekdilldur. Fas, virls tarafindan enfekte
edilen hcrelerin, bazi kanser hcrelerinin ve yabanci doku hcrelerinin
O6lumint saglar (Lou, 1998, Keane, 2001).

Hem TNF hem de Fas ligandi, hedef hilcre zarinda bulunan 6lim
reseptorlerine badlanarak reseptorleri aktiflestirirler. Aktiflesen Fas
reseptdérid Fas ile iligkili 6lim bdlgesi (FADD) denen, aktiflesen TNF
reseptord TNF reseptdru iliskili 6lim bélgesi (TRADD) denen bir hlcre igi
proteinini kendisine ceker. TNF ve FAS reseptorleri 6lim reseptorleri
olarak isimlendirilirler. Hem TNF ve FAS reseptorleri hem de FADD ve
TRADD gibi bazi sitozolik proteinler 6lim sinyalini ileten yaklasik 80
aminoasitlik 6lim bdlgesi adi verilen bir kisim tasirlar. FADD tarafindan
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aktiflestirilen kaspaz 8, hem kendi proenzim halini aktiflestirir hem de
mitokondriden sitokrom C’ nin sitoplazmaya tasinmasini sadlar. Sitozole
gecen Sitokrom C, kaspaz 8 varliginda proenzim halindeki etkili kaspazlara
baglanarak onlar aktiflestirir. Aktiflesen kaspazlar hicre o6limiand
gerceklestirir (Kromer, 1995, Banasiak and Haddad, 1998).

Fas ligandi

( Hucre zari

Apoptoz

Olim bolgesi
[kaspaz3_| Olim bélgesi
1
1

Mitokondri

Sekil 2.11.2.1. Dis sinyallerle apoptozun tetiklenmesi (Gunes, 2014).

2.12. Glioma

Merkezi sinir sistemi tumoérlerinin en blyUk grubu beyindeki glia
hicrelerinden gelisen ve glioma olarak adlandirilan timdrlerden
olusmaktadir. Glioma genellikle eriskin insanlarda olusan ciddi bir beyin
timoriadur (Berens, 1990; Kemerli, 2005; Englot, 2012). Gliomlarin
histolojik siniflamasi timoér hicrelerinin normal hucrelerle morfolojik
benzerlikleri ile belirli yapisal 6zelliklerine dayanir. Bu nedenle Dinya
Saglik Orgitd siniflamasinda bircok glioma astrositik, oligodendroglial,
miks oligoastrositik veya ependimal tUimor olarak gruplara ayrilir. Kanser
genom haritasi arastirma aginin (2008) verilerine goére beyin timorlerinin
%?23'Un0 olusturan astrositik timadrler en sik olanlari iken glioblastoma en
malign olanidir (Kim, 2012).

Glioblastoma vakalari daha cok 45-70 yas arasindaki insanlarda
gorilse de her vyasta gorllebilir. Cocuklukta goérilme sikhgr azdir.
Glioblastoma vakalarinda erkeklerin kadinlara orani 3/2 dir. Glioblastoma
beyin yarimkulrelerine lokalize olan ve iceri sizan kanserdir (DeAngelis,
2001; Kleihues and Cavenee, 2000). Glioblastomalarin makroskopik
incelemelerinde, timér dokusu normal dokudan belirgin sinirlarla
ayrilmasina ragmen mikroskopik incelemelerde timodrden uzak normal
dokulara infiltre oldugu gortlmektedir (Burger and Kleihues, 1989; Kelly,
1987; Maity, 2004). Yuksek derecede dokuya sizan timorler olduklarindan
normal beyin dokusunda 6édeme yol acar. Kesit yuzeylerinde siklikla
kanama, kist olusumlari ve 6lmUls doku bélgelerine rastlanir (Maity, 2004).
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Glioblastoma sebepli semptom ve belirtilerin gcogu hizli biylimekte olan
timore, cevrede olusturdugu 6deme, tikanmalara ve artmis kafa igi
basincina baghdir. Belli bash belirtileri bas agrisi, bulanti, kusma, sara
nobetleri, ndéromotor islev kaybi ve mental degisikliklerdir (Karlsson,
2004; Levin, 2001).

Beyin timodrlerinin tedavisi zordur. GUnlimulzde glioma tedavisinde
timorin yerlestigi yere, kanserli hiicre tipine ve malinlik derecesine bagh
olarak  radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi girisim ydntemleri
uygulanmaktadir. Ancak ne vyazik ki bircok glioma tedaviden sonra
tekrarlayabilir ve bu nedenle glioma tedavisi icin acilen kimyasal yeni
bilesiklerin bulunmasi gerekir (Mattox, 2012).

2.13.Tolfenamik Asit

Tolfenamik asit (TA) ticari olarak insan icin Clotam ve Tufnil, veteriner
kullanimi igin Tolfedine adi altinda satilmaktadir. TA'nin sistematik (IUPAC)
adi  2(3-Chloro-2-methylanilino) benzoic acid’tir (Sekil 2.13.1) ve
fenamed’ler sinifina aittir (Andersen, 1989; Basha, 2011).

H
O CHj

H
N Cl

Sekil 2.13.1. Tolfenamik asitin kimyasal yapisi.

Kicik molekilli, NSAII grubundan olan TA yaygin bir sekilde
kullanilan diger NSAIl'lerden daha az gastrointestinal yan etkilere sahiptir.
Gastrointestinal kanama veya dlserasyon TA'nin sadece yilksek oral
dozlarinda gorilebilir. Az sayidaki vakada yorgunluk, bas adrisi, vertigo,
titreme, cosku ve kansizlik gibi yan etkiler goérilebildigi rapor edilmistir.
Hayvanlarda yapilan bir calismada TA'nin ketoprofen, indomethacin ve
naproxeni de iceren diger 10 NSAIi ile karsilastirildiinda bu 10 NSAli‘den
cok daha az gastrolilserojeniteye neden oldugu belirlenmistir (Eskerod,
1994).

Bircok hayvan modelinde gosterildigi gibi agr kesici ve ates disurici
Ozellikleri olan TA’'nin, romatoid artrit ve osteoartritin tedavisinde iyi
sonuglar verdigi tespit edilmistir (Zachariae and Sylvest, 1972; Rejholec,
1979; Wankya, 1981). Son zamanlarda vyapilan calismalarda TA’nin
kolorektal kanser hicrelerinde oldugu gibi pankreatik kanser modellerinde
metastaz ve tiumor gelisimininde apoptozu uyararak antikanser aktivite
gosterdigi 6ne surtlmustir (Abdelrahim, 2006; Abdelrahim, 2007; Lee,
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2008). Ayrica tolfenamik asitin akciger, 6zefagus, gogls ve ovaryum
kanserlerinde hiicre blyumesini baskiladigi bildirilmistir (Basha, 2011a;
Basha, 2011b; Papineni, 2009). Choi ve ark., (2011) yaptiklari bir
calismada TA'nin PC-3 ve DU-145 insan androjen bagimsiz prostat kanser
hicrelerinde blylUmeyi baskiladigi ve apoptozu uyardigi, c¢ekirdek
parcalanmasi, kaspaz 3 bdélinmesi ve poli (ADP-riboz) polimeraz dlgimleri
ile kanitlanmistir (Choi, 2011).

Tolfenamik asitin antikanser aktivitesinin COX'dan bagimsiz oldugu ve
6zglnlik protein (Sp) transkripsiyon faktorlerinin bozulmasi ile baglantih
oldugu distnlilmekterdir. Sp proteinleri bircok insan kanserlerinin bliylime
ve metastazinda kritik roller oynar (Bouwman and Philipsen, 2002; Safe
and Kim, 2004). TA, Sp1l proteinini hem PC-3 hemde DU145 hicrelerinde
baskilar (Choi, 2011). Sp proteinin prostat kanserinde ilging roll vardir.
Sp1/Sp3-baglanma bodlgeleri, prostat spesifik antijen geninin proksimal
promotor bdélgesinde bulunmustur ve prostat spesifik antijeninin
aktivitesine yardimci olur (Shin, 2005).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hucre kiultirianiun yapilmasi

Fizyolojik ve patolojik slrecglerin incelenmesi, hlcre ici haberci
sisteminin isleyisinin anlasilmasi, gen fonksiyonunun dlizenlenmesi, hlicre
cogalmasi ile hicre oOlimi mekanizmalarinin belirlenebilmesi igin
cogunlukla hicre kaltard yontemi kulaniimaktadir. Cogu hiicre kulttrleri
%95 02 ve %5 CO: ile temel olarak hiperoksit nemli bir ortamdir. Hlcreler
bu in vitro ortama uyum sagladigi slrece gelisir ve c¢ogalirlar.
Calismamizda insan glioma hicre dizisi (T98G) ve insan prostat kanser
hicre dizisi (LNCaP) kullaniimistir.

3.2. Kiiltiir icin yapilan hazirliklar

Sivi halinde ve steril siselerde bulunan Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM, Sigma) buzdolabinda 4 °C’de saklandi. Fetal dana serumu
(Fetal calf serum = FCS, Sigma) ve penisilin + streptomisin (Sigma) klglk
hacimlere béllinerek buzdolabinda eksi 20 °C’de saklandi. Toz halindeki
tolfenamik asit (Cayman) dimetilsilfoksit (DMSO, Sigma) igerisinde
cozulerek, elde edilen ¢ozeltiden her deneyden Once istenen dozlar taze
olarak hazirlandi.

3.3. Hiicrelerin ekimi ve yasatiimasi

Onceden sivi nitrojen icerisinde dondurularak saklanmis olan T98G ve
LNCaP hicreleri, nitrojen tankindan cikarildiktan sonra oda sicakhdinda
¢bzundu. Hlcreler ¢ézindukten sonra DMEM, %10 FCS ve %1 penisilin +
streptomisin karisimini iceren santrifiij tipu icinde 1000 devir /dakika ve 4
0C'de 5 dakika doéndirildi. Ustteki sivi atilarak dondurma isleminde
kullanilan DMSO uzaklastinlmis oldu. Dipteki hlcreler, igerisinde besiyeri
bulunan flasklara (25 cm?) ekilerek 37 °C, %5 COz ve %100 nem igeren
inkiibatére kondu. Inkiibatérde bulunan flasklar, kulugka siiresince ters
IStk mikroskobu (Olympus) ile kontrol edilerek hicrelerin gogalmalari
gbzlemlendi. Eskiyen besiyerleri pipet yardimiyla bosaltilarak, icerisinde
0.1 mL penisilin + streptomisin, 1 mL FCS ve 8.9 mL DMEM bulunan
besiyeriyle 2-3 gunde bir yenilendi. Hcreler flask tabanini %85-90
oraninda kapladiktan sonra 75 cm?lik flasklara alindi. Hicreler yeterli
saylya ulasinca deneye alindi.

3.4. Deney gruplari

Calismamizda TA’'nin insan glioma hucreleri (T-98G) ve androjen
duyarli insan prostat kanser hlcre dizileri (LNCaP) lzerine etkisini
degerlendirmek icin tolfenamik asitin 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 uM’lik dozlari
24 ve 48 saatte MTT, ardindan etkili bulunan dozlarda akim sitometri ve
gRT-PCR teknikleri kullanildi. Olusturulan deney gruplar séyleydi:
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1. ve 2. gruplar: 24 ve 48 saat icin kontrol grubu olusturuldu ve
bunlara sadece besiyeri uygulandi.

3. ve 4. gruplar: Cozlci DMSO, 24 ve 48 saat (n=24)

5. ve 6. gruplar: 1 uM TA, 24 ve 48 saat (n=24)

7.ve 8. gruplar: 5 uM TA, 24 ve 48 saat (n=24)

9. ve 10. gruplar: 10 uM TA, 24 ve 48 saat (n=24)

11. ve 12. gruplar: 25 uM TA, 24 ve 48 saat (n=24)

13. ve 14. gruplar: 50 uM TA, 24 ve 48 saat (n=24)

15. ve 16. gruplar: 100 uM TA, 24 ve 48 saat (n=24)

3.5. Hiicre canhhgini ve apoptozu belirleme
yontemleri

3.5.1. MTT yontemi ile hiicre canliligini belirleme

Hucreler flask tabanini %85-90 oraninda kapladiktan sonra flask
tabanindan 9%0.25 tripsin- EDTA (Sigma) ile sdkilen hucreler tripan
mavisiyle boyama ydntemi ile Roche marka hicre sayim cihazi ile
sayllarak 1 mL’de bulunan canli hiicre sayisi belirlendi ve her bir kuyucuga
1x10% hicre gelecek sekilde 96 kuyucuklu kaplara ekim yapildi. T98G ve
LNCaP hucreleri 24 ve 48 saat ayn ayn 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 uM
tolfenamik asit miktarlari ile muamele edildikten sonra MTT (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-difenil  tetrazolium bromid) ydntemi uygulandi.
Tolfenamik asitin hlcreler Uzerindeki sitotoksik etkisi Mossmann
tarafindan tanimlanan MTT (Sigma) spektrofotometrik yontemi, ile
belirlendi (Mossmann, 1983). MTT, 5 mg/mL PBS iginde ¢b6zlnerek
hazirlandi ve filtre edildi. Her 250 pul besiyeri igin 25 pyl MTT c¢ozeltisi
eklenerek 37 °C’de 4 saat inkube edildi. Inkiibasyon siresinin ardindan
her bir kuyucuktaki besiyeri cekilerek 100 ul DMSO eklendi. Kaplar 5-8
dakika calkalanarak beklendi. 550 nm’de olusan formazan boya
absorbansi spektrofotometrede (Bio Tek) okundu. Canli hicrelerin
mitokondrisinde olusan ve MTT Urund olan formazan yasayan hicre sayisi
ile korelasyon gosterdiginden, ilac verilen kuyucuklarda okunan optik
yogunluk kontrole gore yasayan hicrelerin ylzdesine cevrildi. Bu islem
icin asagidaki formul kullanildi:

Her bir kuyucuktaki ila¢ verilen hicre absorbansi x 100 / Kontrol
hlicrelerinin ortalama absorbansi

3.5.2. Apoptoz éiciimii (Flow sitometrik yontem)

Apoptoz sirasinda zardaki lipit cift tabakasinin i¢ tarafinda bulunan
fosfatidilserin lipit cift tabakasinin dis ylzeyine sigrar. Bu olay apoptozun
erken asamasinda olusur. Floresan bir madde ile (FITC) isaretlenerek
apoptotik hicreyi goérinir hale getiren anneksin V, fosfatidilserine
baglanabilen bir proteindir. Flow (akim) sitometri bu baglanma oranini
belirlemektedir. Anneksin V nekrotik hicrelere de baglanir. Bu nedenle
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hiicreye vital bir boya olan propidiyum iyodir (PI) boyamasi da yapilir.
Canli hicreler zarlari saglam oldugu igin PI boyasi ile boyanmazlar. Canli
hicreler FITC (-) / PI (-), erken apoptotik htcreler FITC (+) / PI (=) ve
gec apoptotik veya nekrotik hicreler FITC (+) / PI (+) olarak ayirt edilir
(Zhang, 1997). Tripan mavisi boyama ydntemi ile sayim tamamlandiktan
sonra LNCaP hicreleri Uzerinde TA'nin apoptoz Uzerindeki etkisini
arastirmak icin Anneksin apoptoz 0&lcim kit (Invitrogen) ydntemi
dogrultusunda 25 cm?lik flasklara 1x10® LNCaP hicre gelecek sekilde
ekim yapildi. Etkili bulunan 25, 50 ve 100 uL konsantrasyonlari her deney
grubunda 3 tekrar olacak sekilde eklenerek 24 saat veya 48 saat
inkiibasyona birakildi. Ilag uygulamalarindan sonra flasklardaki
supernatanlar tiplere aktarilarak apoptozu belirlemek igin flask tabaninda
kalan hucreler %0,25 tripsin ile 5 dakika yikanarak tabandan uzaklastirildi
Daha sonra tabandan kopan hcreler supernananti konan tlplerin igerisine
ilave edildi. Tupler 4 °C'de 1200 devir/dakikada 5 dakika doéndurtlda.
Islem sonrasinda istte kalan sivi kisim tip icinde 2 mL kalacak sekilde
atildi. Tripan mavisiyle boyama ydntemi ile 1 mL’de bulunan htcre sayilari
belirlendikten sonra tipler 2 kez soguk fosfat tamponu (Phosphate
buffered saline, PBS, Sigma) ile 4 9C'de 1200 devir/dakikada 5 dakika
donduirildi. Supernatanlar atildiktan sonra dipte kalan htcrelerin sayilari
binding buffer ile kit prosedirine uygun olarak 1x10° hiicre olacak sekilde
ayarlandi. Falcon tup igerisine 5 yL Anneksin-5-FITC ve 10 pL prodium
iyodlr (PI) kondu. Bu tlp lGzerine 100 pL hicre suspansiyonu eklendikten
sonra karistirici ile karistirilip 15 dakika karanlik ortamda oda sicakliginda
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra Uzerine 400 pL
binding buffer konarak htcreler restuspanse edildi. Facscalibur akim
sitometri cihazinda (Osmangazi Universitesi Tip Fakiltesi Hematoloji
Laboratuarinda) cellquest programinda acquisition yapildi.

3.5.3. Real Time-PCR (RT-PCR) tekni§i

1x10® hiicre/25 cm? flask olacak sekilde hiicre ekimi yapildiktan 24
saat sonra etkili bulunan 25, 50 ve 100 pL TA konsantrasyonlari eklendi.
24 saatlik deney siiresi sona erdiginde hicreler flasklardan toplandi ve
santrifj islemi ile pellet haline getirildi. Hemen sonrasinda RNA izolasyonu
islemine geqildi.

Hiicre Kiiltiiriinden Total RNA izolasyonu

En az 1 milyon hilicre olmak lzere hlcreler toplandi, santriflj edilerek
pelet haline getirildi. Pelet 200 pL PBS ile ¢bzuldli, 400 uL Lysis-Buffer
(High Pure RNA Isolation Kit) eklendi ve vorteksle karistirildi. Filtreli tlp
(High Pure RNA Isolation Kit) sistemine yuklenen karisim 15 saniye 8000
g'de santriftj ile cevrildi, filtrenin altinda kalan kisim atilmig, bdylelikle
parcalanan hiicrelerdeki total DNA ve RNA filtreye ylUklenmis oldu. Filtrede
kalan DNA'y1 elimine etmek igin DNAase Incubation Buffer (High Pure RNA
Isolation Kit) vyuklenip, 15 dakika 20 ©°C’de inklibe edildi. Filtrenin
yikanmasina gegildi: Wash Buffer I (High Pure RNA Isolation Kit) 500 pL

21



yuklenip, 15 saniye 8000 g’de cevrildi, Wash Buffer II (High Pure RNA
Isolation Kit) 500 uL yuklenip, 15 saniye 8000 g’de cevrildi, Wash Buffer II
ikinci kere 200 pL yuklenip 2 dakika 13000 g’de cevrildi. Filtre sisteminin
altina yeni bir steril tip takildi, filtreye 50 upL Elution Buffer (High Pure
RNA Isolation Kit) ytklendi ve 8000 g'de 1 dakika cevrildi, filtrede
toplanan ve saflastirilan Total RNA Elution Buffer iginde toplandi. cDNA
sentezine kadar -80 °C’de saklandi.

RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi ve cDNA Sentezi

RNA'nin miktari ve safligini belirlemek icin, 1,5 yL RNA Nanodrop
1000 cihazi kullanilarak 260 nm dalga boyunda dlcltldi. cDNA sentezi igin
her bir 6rnekten 500 ng total RNA alinip ve bu miktar ddH.0 ile 9,4 ulL'ye
tamamlandi. Uzerine 1 pL random primer ve 1 pL oligo-dt primer
karisimindan eklendi, toplamda 11.4 pL olan karisim 65 °C’de 10 dakika
inklibe edildi. Her bir 6rnek icin komponent hazirlamak UGzere Buffer 5x4
ML, Reverse transkriptaz 1.1 pL, Protektor RNAase inhibitér 0.5 pL,
Deoksinukleotit mix 2 yL ve DTT 1 pL, toplamda 8,6 pL olacak sekilde
hazirlandi. Primerlerle inkibe edilen RNA'larla komponent vorteks cihazi
kullanilarak karistirildi ve 29 °C’de 10 dakika, 48 °C'de 60 dakika ve 85
°C’de 5 dakika inkube edildi. Cikan 6rnekler -20 °C’de saklandi.

RT- PCR
Kaspaz 9, COX-2 (hedef genler) ve B-aktin (referans gen) mRNA
duzeyleri, Dual Label (Tagman prob) kullanilarak Nano Lightcycler (Roche

Almanya) ile 6élguldd. RT-PCR igin gerekli karisim (Tablo 1) hazirlanip
reaksiyon gerceklestirildi.

Tablo 1. RT-PCR igin miks icerigi

Karisim Miktar
(uL)

Reconstituted primer /probe miks (kaspaz 3,8,9 ve sitokrom 1
C veya B-aktin)

2X gPCR Mastermiks 10
PCR-Grade su 4
cDNA 5
Toplam 20

Toplam 20 pupL RT-PCR reaksiyonu asadidaki kosullarda
gergeklestirilmistir:
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95° C'de 10 dk

95° C'de 20 sn
55° C’de 30 sn 50 déngu
72° C'de 20 sn

RT-PCR islemi sonucta Nano Lightcycler bilgisayar programi
tarafindan tespit edilen ct (cycle treshold) dederi 2 Ussu -AAct
hesaplamasi ile analiz edildi.

Primer Dizilerinin Hazirlanmasi

COX-2, kaspaz 9 (hedef genler) ve B-aktin (referans gen) primer
dizileri (Roche, Almanya) tarafindan tasarlandi.

3.6. Istatistiksel analiz

Verilerin analizi IBM SPSS 21 paket programi ile yapilmistir. Verilerin
belirtici istatistikleri ortalama=x standart sapma olarak gdésterilmistir. MTT,
apoptoz ve RT-PCR sonuglarinin gruplar arasinda karsilastiriimasi ANOVA
testinin tek yonli varyans analizi ile yapilmistir. MTT ve apoptoz
sonuglarina gére gruplar arasindaki farklilik Tukey coklu karsilastirma testi
ile tespit edilmistir. P dederi 0.05'den kiglik olanlar anlaml kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Ilaclarin Hiicre Canliligina Etkileri

Tolfenamik asitin hlicre canhligi tGzerine olan etkisi MTT yontemiyle,
apoptoz Uzerindeki etkisi akim sitometri ve RT-PCR ile belirlendi ve elde
edilen sonuglar karsilastirildi.

4.1.1. MTT yontemi bulgulari

4.1.1.1. Tolfenamik asitin T-98G hiicrelerine 24 ve 48 saat
siireyle uygulanmasi

En yliksek TA dozunda g¢6zucu olarak kullanilan DMSO miktari, hlcre
yasam oraninda herhangi bir degisime neden olmadi. T-98G hiicrelerine
24 saat siureyle 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 pM TA uygulamasi sonucunda elde
edilen yasayan hlcre oranlan sirasiyla %98, %99, %103 %100, %102 ve
%100 olarak hesaplandi. 48 saatte ise 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 uM TA
dozlarinda elde edilen yasam oranlar sirasiyla %105, %104, %103,
%106, %107 ve %106 oldu (Sekil 4.1.1.1.1). TA kullandigimiz T-98G
hicrelerinin yasam oraninda bir dedisime neden olmadigindan apoptoz
arastirmalarinda kullaniimadi.

120 r

100 r

80 r

---#---24 sa

—m— 48 sa

60 r

40

Hiicre yasam orani (%)

20 r

K DMSO 1 5 10 25 50 100

Tolfenamik asit (M)

Sekil 4.1.1.1.1 Tolfenamik asitin 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 uM dozlarinin 24 ve 48
saat uygulanmasinin T-98G hicre canlihdi tGzerindeki etkisi.

4.1.1.2. Tolfenamik asitin LNCaP hiicrelerine 24 ve 48 saat
siireyle uygulanmasi

En ylksek TA dozunda g¢6zucu olarak kullanilan DMSO miktari, hlcre
yasam oraninda herhangi bir dedisime neden olmadi. LNCaP hiicrelerine
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24 saat sureyle 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 puM TA uygulamasi sonucunda elde
edilen yasayan hlcre oranlari sirasiyla %91, %83, %82, %76, %61 ve
%49 olarak hesaplandi. 48 saatte ise ayni TA dozlarinda elde edilen yasam
oranlart sirasiyla %90, %83, %82, %78, %52 ve %47 oldu (Sekil
4.1.1.2.1).

120 r

100 r

80 r

---#---24 sa
—m— 48 sa

60 r

Hiicre yasam orani (%)

20 r

K DMSO 1 5 10 25 50 100

Tolfenamik asit (M)

Sekil 4.1.1.2.1 Tolfenamik asitin 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 uM dozlarinin 24 ve 48
saat uygulanmasinin LNCaP hticre canhligi tGzerindeki etkisi. Kontrol grubuna gore ** : p
< 0.01, ***; p < 0.001.

4.2. Tolfenamik asitin LNCaP hiicrelerindeki apoptoz
Uzerine etkileri

Kanserli LNCaP hiucrelerinde  tolfenamik  asitin 24  saat
uygulanmasindan sonra kontrole (%0.60) gdre erken apoptoz oraninin
tablo 4.2.1'de gosterildigi gibi en fazla 100 uM TA dozunda (%17.36)
gorulda. Sire 48 saate cikarildiginda ise bu oran kontrol degerine (%0.48)
gére 25 pM TA'da %10.56, 50 pM TA'da %10.18 ve 100 puM TA'da
%64.38’e ciktl (Tablo 4.2.2).

Tablo 4.2.1. Tolfenamik asit ile 24 saat muamele edilen LNCaP hicrelerinde belirlenen
apoptoz sonuglarinin kontrolle karsilastiriimasi. Deneyler 3 kez tekrarlanmistir.

LNCaP Hiicre | Kontrol 25 UM TA S50 uM TA 100pMTA |p
yuzdesi

Canh 93.44+2.91 | 68.77+£15.09 | 65.89+18.55 | 54.92+19.13 | 0.076
Erkenapoptik | 0.60+0.17 | 1.79+0.27 3.59+2.06 17.36+8.03 | 0.004
Geg 5.41+2.47 |21.67+40.94 | 30.15+£14.55 | 26.39+£14.46 | 0.102
apoptotik ya

da nekrotik
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Tablo 4.2.2. Tolfenamik asit ile 48 saat muamele edilen LNCaP hiicrelerinde belirlenen
apoptoz sonuglarinin kontrolle karsilastirilmasi. Deneyler 3 kez tekrarlanmistir.

LNCaP Hiicre | Kontrol 25 UM TA S50 uM TA 100pMTA |p
yuzdesi

Canh 90.2+1.62 | 58.27+10.61 | 59.76+12.7 24.09+£31.35 | 0.013
Erken 0.48+0.36 | 10.56+2.19 |10.18+0.2 64.38+38.73 | 0.014
apoptik

Gecg apoptotik | 7.98+1.24 | 14.02+1.74 | 13.28+1.16 10.29+£6.57 | 0.207
ya da

nekrotik

Tablo 4.2.1 ve 4.2.2'de goruldagu gibi, LNCaP hicrelerinde TA dozu
25 uM iken erken apoptotik hlicre oraninin 24 saatte %?1.79, 48 saatte ise
%10.56 oraninda oldugu goridlmustdar.

LNCaP hicrelerinde TA dozu 50 pM iken 24 saatlik erken apoptotik
hicre orani %3.59 iken bu oran 48 saat TA uygulanan grupta %10.18
olmustur.

Tolfenamik asit en yuksek dozda kanserli LNCaP hicrelerinde erken
apoptozu uyarmaktadir. Erken apoptoz kontrol (%0.60) dederi 24 saatlik
TA uygulamasi sonucunda %17.36 degerine cikmistir (sekil 4.2.1). 48
satlik uygulama sonucunda ise erken apoptoz kontrol (%0.48) dederi
%64.38 dederine gikmistir.

24 saatlik TA uygulamasi agisindan gruplar arasinda anlamh bir fark
bulunmamaktadir (p=0.076), ancak 48 saatlik TA uygulamasli agisindan en
az bir grubun digerlerinden farkli oldugu go6zlenmistir (p=0.013%*%*)
Tukey ikili karsilastirma testi ile bu farklihgin sadece kontrol grubu ile 100
MM TA grubu arasinda oldugu tespit edilmistir (p=0.008**).
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Sekil 4.2.1 (a, b, ¢, d). Tolfenamik asit dozlarinin (a: kontrol, b: 25, c: 50 ve d:
100 pyM) 24 saat uygulanmasinin ardindan LNCaP hucrelerinin erken apoptotik hicre
ylzdelerinin flow sitometrik yéntemle belirlenmesi.

Kanserli LNCaP hiucrelerinde 48 saat tolfenamik asit uygulamasi
sonucu elde edilen erken apoptotik dederleri 24 saate gore daha yuksektir
(sekil 4.2.2). Tolfenamik asit doz ve zamana bagl olarak LNCaP
hicrelerinde apoptozu uyarmaktadir.
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Sekil 4.2.2 (a, b, ¢, d). Kanserli LNCaP hiicrelerine 48 saat tolfenamik asit (a:
kontrol, b: 25, c: 50 ve d: 100 yM) uygulanmasi sonrasi ortaya c¢ikan erken apoptotik

hicre ylzdeleri.

4.3. PCR Sonuglari

4.3.1. Kaspaz-9 aktivitesi

TA, kaspaz-9 dizeyinde, gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark

gbstermemektedir.

Bununla birlikte 50 pM TA grubunda kaspaz-9

aktivitesinin kath olarak arttigi ve 100 yM TA grubunda ise kontrole gore
kath azalma oldugu tespit edilmistir (tablo 4.3.1.1 ve sekil 4.3.1.1).
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Tablo 4.3.1.1. Tolfenamik asit ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinde belirlenen kaspaz-
9 sonuglarinin kontrolle karsilastiriimasi.

Grup Kontrol 25u.MTA [50pMTA |[100uMTA |p
Ortalama
relatif kat | 1.3+1.1 1.5+1.4 2.8+1.3 0.4+0.5 0.16
artisi
CASP9
5_
> 4
ML
<
T 27
&
(]
N T
0-
) Q Q
(\\&0\ /\vq/ /\v‘o ¥
\L_

Sekil 4.3.1.1. Kontrol gurubu ve tolfenamik asit (25, 50 ve 100 uM) gruplarinin
LNCaP hicrelerinde kaspaz-9 aktivitesi.

4.3.2. Siklooksijenaz-2 aktivitesi

TA COX-2 dizeyinde gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark
gostermemektedir. 50 ve 100 pM TA uygulanan gruplarda COX-2 kontrol

grubuna gore kath olarak azalmistir (tablo 4.3.2.1 ve sekil 4.3.2.1).

Tablo 4.3.2.1. Tolfenamik asit ile muamele edilen LNCaP hicrelerinde belirlenen
siklooksijenaz-2 sonuglarinin kontrolle karsilastiriimasi.

Grup Kontrol 25y M TA [50uM TA 100pMTA | p
Ortalama

relatif kat | 1.2+1.2 1.0+1.0 0.35+0.14 |0.10+0.08 |0.33
artisi
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Sekil 4.3.2.1. Kontrol gurubu ve tolfenamik asit (25, 50 ve 100 uM) gruplarinin LNCaP
hicrelerinde siklooksijenaz-2 dizeyi.
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5. TARTISMA

TA’'nin T-98G hlcrelerinde sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla MTT
spektrofotometrik ydntemi ile yapilan denemelerde, T-98G hiicrelerinin
yasam oranlari Uzerinde 24 ve 48 saatte herhangi bir etkisi saptanamadi.
Bu nedenle T-98G hucreleri akim sitometri ve RT-PCR ile incelenmedi.

LNCaP hlcrelerinde 24 saat slreyle 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 uM TA
verilmesi sonucu elde edilen yasayan hlicre oranlari sirasiyla %91, %83,
%82, %76, %61 ve %49 olarak belirlendi. 48 saatte ise ayni TA
dozlarinda elde edilen yasam oranlari sirasiyla %90, %83, %82, %78,
%052 ve %47 oranlarinda idi. Sonuglarimiz, TA ile muamele edildiginde
LNCaP hicrelerinin yasayabilirliginin kayda deder bir dlizeyde azaldigini ve
bu azalmanin doza bagh oldugunu gdstermistir. Bulgularimizi destekleyen
bircok calisma bulunmaktadir. Yapilan c¢alismalarda TA’nin, pankreas
(Abdelrahim, 2006a; Abdelrahim, 2006b), 6zefagus (Papineni, 2009),
akciger (Colon, 2011) ve ovaryum kanserlerinde (Basha, 2011) hicre
cogalmasini, timor bldylmesini ve metastazi baskiladigi goésterilmistir.
Sung ve arkadaslarinin bas ve boyun bélgesine ait skuamoz kanser htcre
dizilerini (KB ve SCCQLL1 kodlu agiz kanser hicre dizileri, HN3 larinks ve
FaDu larinks alti kanser hucre dizileri) kullanarak yaptiklari galismada
TA'nin  etkisini MTT sitotoksisite testi ve apoptoz yoénunden
degerlendirmislerdir. TA'nin 16 saatte dier NSAII ile kiyaslandifinda
kanser hicreleri Uzerindeki sitotoksik etkisinin daha fazla ve apoptoz igin
daha glglu bir uyarici oldugu gosterilmistir. Ayrica vurgulamak gerekir ki,
TA normal keratinosit hicrelerinde 100 pM’a kadar c¢ok dusuUk toksisite
gbstermistir. Sadece daha yuksek dozlarda 6lim oranini arttirmistir (Sung,
2012). Colon ve arkadaslarinin akciger kanseri in vivo fare modellerinde
yaptiklari calismada 25 ve 50 mg/kg TA'nin A549 ve CRL5803 akciger
kanser hiicrelerinde doza bagl olarak hiicre gogalmasi ve hiicre canlihgini
inhibe ettigini belirlemislerdir (Colon, 2011). TA diger NSAil'lerle
kiyaslandiginda iyi tolere edilebilen dislik gastrik yan etkiye ve yliksek
terapdtik indekse sahip bir ilactir. Bu ilacin antipiretik ve analjezik etkileri
hem birgcok hayvan deney modelleri ile hem de migren, romatoid artrit ve
osteoartritin uzun sureli tedavilerinde kanitlanmistir (Colon, 2011).

TA’nin LNCaP hlcrelerini 6ldirme mekanizmasini belirleyebilmek igin
yapillan erken apoptoz o&lgiimlerinde, apoptozun doza ve silireye bagl
olarak fakhlik gosterdigi belirlendi. 24 saat TA uygulamasindan sonra
kontrol ile kiyaslandiginda (%0.60) erken apoptoz orani en fazla 100 pM
TA konsantrasyonunda (%17.36) goéruldd (tablo 4.2.1). Sire 48 saate
cikarildiginda ise 25 uyM TA’da %10.56, 50 uM TA'da %10.18, 100 uM
TA'da %64.38’e cikti. LNCaP hiicrelerinde 48 saat sonunda elde edilen
erken apoptotik degerler 6zellikle 25 ve 100 uM dozlarinda 24 saate gore
daha yuksektir (tablo 4.2.2). Bu durum TA’'nin doz ve zamana bagl olarak
LNCaP hicrelerinde apoptozu uyardigi seklinde yorumlanabilir. Yapilan
calismalarda TA'nin ayrica kolorektal kanser hicrelerinde ve metastaz ile
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timor gelisimini arastiran pankreatik kanser modellerinde apoptozu
uyardigini ortaya koymustur (Abdelrahim, 2006(a); Abdelrahim, 2007(b);
Lee, 2008). Ancak prostat kanser htcrelerinin apoptozunda TA veya onun
molekller duzeydeki etkisi hakkinda yeteri kadar bilgi bulunmamaktadir
(Choi, 2011). Mitokondriyal hasarda mitokondriyal zar potansiyeli kaybolur
ve mitokondriyal i¢ zar ylzeyinden sitokrom C gibi proteinler salinir.
Mitokondrinin dogrudan ya da dolayli dizensizlikleri apoptotik yolagi
uyarabilir. TA'nin mitokondriyal membran potansiyelinin kaybini énemli
oranda uyardigi ve boylece TA nedenli apoptozda mitokondriyal membran
hasarina karistigi gosterilmistir (Sung, 2012).

Apoptozun olusum sekli tam olarak aciklanamamasina ragmen,
apoptoz ile ilgili belirlenen en 6nemli olay kaspazlarin aktivasyonudur
(Choen, 1997, Lee, 2000). Bircok vakada kaspaz aktivasyonu hicre
apoptozunu tamamlamak icin kaginilmazdir (Salvesen, 2002). Apoptoza
karisan proteinleri de iceren DNA metabolizmasi ve onarimi, hucre
cogalmasi ve hilicre hayat donglsinin dizenlenmesi (Fischer, 2003) ile
ilgili yaklasik 400 kaspaz substrati tanimlanmis ve bu sayr timor
baskilayici proteinlerin de eklenmesiyle hala artmaktadir (Lin, 2010, Shen,
2010). Kaspaz 2, 8, 9 ve 10 apoptozu baslatir (Ozawa, 2002, Wang,
2000). Bulgularimizda 50 uM TA konsantrasyonunda kaspaz-9 aktivitesinin
kath olarak arttigi tespit edilmistir (tablo 4.3.1.1 ve sekil 4.3.1.1).

Calismamizda 50 ve 100 uM TA uygulanan gruplarda COX-2 kontrol
grubuna goére kath olarak azalmistir (tablo 4.3.2.1 ve sekil 4.3.2.1).
Inflamasyonun en ®nemli aracilarindan biri olan COX-2 molekiliinin
prostat kanseri gelisiminde roli oldugu duisinitlmektedir. COX-2, PG
biyosentezinde gérev alir. Inflamasyon, dogum, ovulasyon gibi PG
yapimina gegici olarak ihtiyagc duyuldugu hallerde islev gormektedir
(Bakhle, 2001). Klinik arastirmalardan elde edilen sonuglar, COX-2'nin
yukari dizenlenmesinin kanser olusumundaki temel asamalardan biri
oldugunu distndirmektedir (Prescott, 2000). COX vyolaklart hucre
cogalmasinda ve yeni damar olusumunda anahtar dizenleyicilerdir. Bu
nedenle klinik calismalardan elde edilen sonuglara gbére, COX baskilayici
ilaglarin  potansiyel antikanser ilaglar olarak kullanilmasi yo6ninde
calismalar devam etmektedir (Hyde, 2002, Olgen, 2002). NSAII’in
kullaniminin bazi kanserlerin gelisme riskini, prostat kanseri ve metastaz
riskini azaltti§i bilinmektedir (Coogan, 2009, Leitzmann, 2000). NSAII’'nin
antiproliferatif 6zelliklerine COX baskilanmasinin yaninda apoptotik
yolaklarda ve antianjiojenik aktivitede artislar eglik eder (Tarnawski and
Jones, 2003; Lincova, 2009). Nelson ve ark. (2000) yaptiklar arastirmada
gunlik dudzenli olarak ibuprofen veya aspirin aliniminin prostat kanseri
riskini %66 oraninda azalttigini go6stermislerdir. Bu etki COX-2
kisitlamasina bagl olabilir. COX-2, arasidonik asidi proinflamatuar PG'lere
dontstiren COX enziminin izoformu olup, bu enzimin prostat kanseri
gelisiminde 6nemli roli oldudu dusinitlmektedir (Gupta, 2000, Nelson,
2000). COX baskilanmasinin kanser olusumunu azalttigina ve hicrelerin
cogalmasini engelledigine yonelik calismalar oldukca artmistir (Ding,
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2003).

TA vaskiler endotelyal biyime faktérinin (VEGF) ve vaskller
endotelyal biyime faktért reseptdér 1'in (VEGFR1) ifadesini de azaltir Ki
bu durumu spesifik proteinleri azaltarak dizenlenmesi yoluyla
yapmaktadir ((Abdelrahim, 2006(a); Abdelrahim, 2007(b)).

Kanser olusumunda ya da kanserin yayillmasinda COX-2 yolaklarinin
asiri uyarilmasi géz 6ntne alindiginda, calismamizda TA'nin ilk kez kanserli
LNCaP hicrelerinde doz ve zamana bagh olarak hlicre c¢ogalmasini
baskilayici ve apoptozu uyarici etkilerinin tespit edilmesi 6nemlidir.

33



6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda TA, T-98G hicrelerinde MTT spektrofotometrik yontem
ile yapilan denemelerde, herhangi bir antiproliferatif etki yaratmamistir.
Oysa doz ve zamana bagh olarak kanserli LNCaP hicrelerinde hicre
cogalmasini baskiladigi ve erken apoptozu uyardidi ilk kez bu calismada
belirlendi. TA ve onunla iliskili bilesiklerin prostat kanseri ve diger bazi
kanserlerin olasi klinik tedavisi icin yeni bir ilag sinifi olarak arastiriimasi
gerektigine inaniyoruz.
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